











Dynamic complex formation and robustness of circadian rhythm of 

















The circadian clock proteins KaiA, KaiB, and KaiC reconstitute a remarkable circa-24 h oscillation of 
KaiC phosphorylation that persists for many days in vitro. It is known that KaiA stimulates KaiC 
phosphorylation, whereas KaiB promotes KaiC auto-dephosphorylation by sequestering KaiA. In this 
thesis high-speed atomic force microscopy (HS-AFM) was applied to visualize in real time and 
quantify the dynamic interactions of KaiA proteins on sub-second timescales. HS-AFM images clearly 
showed that KaiA and KaiB bind to the opposite sides of a KaiC hexamers depending on the 
phosphorylation states of KaiC. Based on the HS-AFM observations, a model which interrelates the 
circadian rhythm and the ternary complex was proposed. Furthermore, it was revealed that KaiA 
transiently interacts with KaiC, thereby stimulating KaiC autokinase activity. As KaiC becomes 
progressively more phosphorylated, KaiA’s affinity for KaiC weakens, revealing a feedback of KaiC 
phosphostatus back onto the KaiA-binding events. These non-equilibrium interactions integrate high-
frequency binding and unbinding events, thereby refining the period of the longer term oscillations. 
Moreover, this differential affinity phenomenon broadens the range of Kai protein stoichiometries that 
allow rhythmicity, explaining how the oscillation is resilient in an in vivo milieu that includes noise. 
Therefore, robustness of rhythmicity on a 24-h scale is explainable by molecular events occurring on 














伝子 KaiA、KaiB、KaiCが同定されている。驚くべきことに、これら 3種類のタンパク質と ATP を試
験管内に混合だけで KaiCのリン酸化状態で長期間に渡って自発的に振動する概日リズムが再構
成される。このため、Kai タンパク質は最も単純な生物時計のモデル系として広く研究されてきた。
概日リズムの中心をなす KaiC は、CI リング（N 末端側）と CII リング（C 末端側）の 2 つのリングが
重なったドーナツ状のホモ六量体を形成しており、自己リン酸化活性と自己脱リン酸化活性の両方
を備えている。この活性が切り替わることでKaiタンパク質の概日リズムが制御される。KaiAとKaiB






用いて、KaiC-KaiA と KaiC-KaiB、さらには KaiC-KaiA-KaiB 三者複合体の形成ダイナミクスをナ
ノスケールで直接可視化することで、これまで明らかになっていなかった複合体形成のダイナミクス
と概日リズムの分子機構について明らかにすることを目的に研究を行った。 
高速 AFMにより Kai タンパク質間複合体形成のダイナミクスの観察に成功し、KaiAは KaiCの
CII リングに、一方、KaiBは KaiCの CI リングに結合する様子の直接可視化と結合解離のダイナミ






内で大きく変化することが知られているが、KaiC-KaiA 間の親和性変化は Kai タンパク質による概
日リズムの頑強性に寄与していることが明らかになった。 
 

